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摘要 :【 目 的]CrylA 和 Cry2A 类 Bt 蛋白 通过 特 蜡 性 地 与 昆虫 中 肠 上 的 受 体 眉 白 结 合 而 发 挥 杀 起 
作用 , 现 已 广泛 应 用 于 转基因 抗 虫 作物 。 本 研究 旨 在 进一步 明确 Cry2A 类 蛋白 的 作用 机 制 和 
CrylA 受 体 蛋 白 在 Cry2A 发 挥 毒 力 中 的 作用 。[【 方 法 ] 本 研究 首先 提取 了 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 的 BBMV ,制备 了 和 钙 粘 蛋白 (CAD)、 迄 肘 酶 N( APN ) 和 碱 性 磷酸 酯 酶 (ALP)3 种 受 体 蛋 和 白 
的 抗体 和 抗 血清 ;然后 ,利用 Western blot 检测 BBMV 上 这 3 种 受 体 蛋 白 后 ,利用 抗体 封闭 技术 比较 
gies 和 Cryl Ac d PET ES k (BIR) 中 3 种 受 体 蛋 白 的 抗 血清 对 CrylAc 和 Cry2Aa 毒 力 的 影 

o 【结果 】 对 敏感 品系 棉铃 虫 , 这 3 种 已 知 的 CrylAc 受 体 蛋 白 抗 血清 显著 地 降低 了 CrylAc 和 
的 毒 力 。 其 中 APN 抗 血 清 对 CrylAc 毒 力 的 影响 最 大 ,棉铃 虫 幼 虫 的 死亡 率 降 低 了 
84.44% ;ALP 抗 血 清 对 Cry2Aa 的 毒 力 影 响 最 大 ,棉铃 虫 幼 虫 死亡 率 比 对 照 降 低 了 71.04% 。 
Cryl Ac 对 CrylAc d PETRA X ( BER) 的 毒 力 显著 降低 ,Cry2Aa 的 毒性 也 减弱 。 在 CrylAc 抗 性 棉铃 
x (BtR) P 3 种 受 体 抗 血 清 对 Cryl Ac 的 影响 比 在 敏感 棉铃 虫 中 的 影响 小 ,尤其 是 CAD 和 APN d 
血清 对 Cryl Ac 毒 力 的 抑制 率 显著 低 于 在 敏感 棉铃 虫 中 的 抑制 作用 ;CAD 和 ALP 抗 血 清 对 Cry2Aa 
毒 力 的 影响 与 在 敏感 棉铃 虫 中 的 影响 差异 不 显著 ,但 APN 抗 血清 可 以 显著 降低 Cry2Aa 对 Cryl Ac 
抗 性 棉铃 虫 (BtR) 的 毒 力 。[【 结论 ] 棉 铃 虫 CAD ,APN 和 ALP 不 仅 参 与 了 CrylAc HK RLF, a} 
Cry2Aa 毒 力 有 一 定 的 影响 ,而 且 这 3 种 蛋白 可 能 与 棉铃 虫 对 Cryl Ac 和 Cry2Aa 产生 抗 性 及 交互 抗 
性 相关 。 
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Abstract: [ Aim] Cry1A and Cry2A toxins play insecticidal roles by specifically binding with receptor 
proteins on insect midgut, and are widely used in Bt transgenic crops now. This study aims to further 
understand the action mechanisms of Cry2A and the roles of the functional receptor proteins of Cryl A in 
the toxicity of Cry2A. [ Methods] We firstly extracted brush border membrane vesicles ( BBMV ) of 
midgut, prepared antibody and antiserums of cadherin ( CAD) , aminopeptidase N ( APN) , and alkaline 
phosphatase ( ALP) in Helicoverpa armigera. Then, after detecting the antiserums of these three receptor 


proteins in BBMV by Western blot, we compared the effects of antiserums of these three receptor proteins 
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on the toxicities of Cryl Ac and Cry2 Aa in the susceptible and CrylAc-resistant H. armigera ( BtR) by 
the antibody blocking technology. [Results] For the susceptible H. armigera, the antiserums of these 
three receptor proteins not only significantly reduced the toxicity of Cryl Ac, but also remarkably reduced 
the toxicity of Cry2Aa. Among them, anti-APN antiserum had the biggest impact on the toxicity of 
Cryl Ac, causing the mortality of H. armigera larvae to be reduced by 84. 4496 , and anti-ALP antiserum 
had the greatest effect on the toxicity of Cry2Aa, causing the larval mortality to be reduced by 71. 0496 
compared with the control (without treatment by antiserum). The toxicity of Cryl Ac to Cryl Ac-resistant 
H. armigera (BtR) was obviously reduced and the toxicity of Cry2Aa also became less to these resistant 
larvae. The influences of the antiserums of these three receptors on the toxicity of Cryl Ac to the Cryl Ac- 
resistant strain of H. armigera ( BER) were smaller than those to the susceptible strain. Especially, the 
inhibition percentage of anti-CAD and -APN antiserums to the toxicity of Cryl Ac decreased significantly. 
The effects of anti-CAD and -ALP antiserums on the toxicity of Cry2Aa to the CrylAc-resistant strain 
(BtR) and the susceptible strain were not significantly different, but the anti-APN antiserum obviously 
reduced the toxicity of Cry2Aa to the Cryl Ac-resistant strain ( BtR). [Conclusion] The midgut receptor 
proteins CAD, APN and ALP not only participate in the insecticidal process of Cryl Ac, but also affect 
the toxicity of Cry2Aa to H. armigera, and these three receptors may be related with the resistance and 


cross-resistance to Cryl Ac and Cry2Aa in H. armigera. 
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苏 云 金 芽孢 杆菌 Bacillus thuringiensis ( Bt) EF 
孢 形成 过 程 中 可 以 产生 对 昆虫 线虫 、 螨 类 和 原生 动 
物 等 具有 特异 性 杀 虫 活性 的 伴 孢 晶体 ,又 称 为 杀 忠 
mik Æ H (crystal protein) ( Aronson et al., 1986) 。 
Bt 杀 虫 蛋白 或 表达 Bt 蛋白 的 转基因 作物 已 广泛 地 
应 用 于 棉花 、 玉 米 和 大 豆 等 作物 上 害虫 的 综合 防治 。 
由 于 长 期 使 用 Bt 杀 虫 剂 或 大 面积 单一 种 植 转基因 
作物 ,不 可 避免 地 导致 害虫 对 Bt 产生 抗 性 。 据 报道 ， 
在 室内 甚至 田间 已 有 多 种 害虫 对 Bt 或 转基因 作物 产 
生 了 抗 性 (Ferré and Van Rie, 2002; Tabashnik et al., 
2008; Pardo-López et al., 2013; Siegwart et al., 2015; 
Wei et al., 2015) 。 为 了 延缓 抗 性 的 产生 ,人 们 提出 
了 高 剂量 庇护 所 和 多 基因 等 抗 性 治理 策略 (Zhao et 
al., 2003; Bates et al., 2005; Carriere et al., 2016) 。 
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的 Bt 杀 虫 蛋白 在 同 种 昆虫 中 肠 上 可 能 有 相同 或 不 
同 的 一 个 或 多 个 结合 位 点 (Rajamohan et al., 1995; 
Yang et al., 2011; Tabashnik et al., 2013) ) , 而 不 同类 
型 的 Bt 杀 虫 蛋白 可 能 存在 不 同 的 受 体 蛋 白 (Masson 
et al., 1995; Wei et al., 2016) 。 
转基因 棉花 种 植 已 有 20 年 的 历史 ,陆续 有 报道 
棉铃 IE Helicoverpa armigera ( Hübner )、 红 铃 虫 
Pectinophora gossypiella ( Saunders ) 等 靶 标 害虫 在 室 
内 或 田间 对 Bt 产生 了 抗 性 (Ali et al., 2006; 
Tabashniket al., 2008; Adang et al., 2014; Shi et al., 
2015) 。 以 前 人 们 认为 ,Cry2A 类 蛋白 与 Cyl A 类 存 
在 不 同 的 受 体 蛋白 , Cry2A 类 蛋白 在 扩大 了 杀 虫 谱 
的 同时 也 延缓 CrylA 类 和 蛋白 的 抗 性 发 展 , 因此 
Cry2A 是 目前 转 双 价 抗 虫 槐 中 表达 的 一 类 重要 和 蛋 
白 ,现在 美国 、 澳 大 利 亚 BE IE EES A a PRESE E] 
































泡 (brush border membrane vesicles, BBMVs) 上 的 受 
体 蛋 白 结 合 而 发 挥 杀 虫 作用 ,而 且 受 体 蛋 白 的 突变 
或 表达 量 的 降低 是 昆虫 对 Bt 产生 抗 性 的 重要 原因 
( Pardo-Lópezet al., 2013) 。 近 年 研究 较 多 的 CrylA 
类 杀 虫 蛋白 的 受 体 主 要 有 : 钙 粘 蛋白 (cadherin， 
CAD) (Qiu et al., 2015) 、 氮 肽 酶 N(aminopeptidase 
N, APN) (Chang et al., 2012) 、 碱 性 磷酸 酯 酶 
(alkaline phosphatase, ALP) ( Guo et al., 2015) , — 
BEANE A SuSE A C2 ( ABCC2) (Xiao et al., 
2016) 和 糖 脂 等 (Pigott and Ellar, 2007) 。 不 同类 型 








家 都 已 经 商业 化 种 植 同时 表达 Cry] Ac 和 Cry2Ab A 
虫 蛋白 的 转基因 棉花 (James, 2010; Brévault et al., 
2013) 。 但 是 Tabashnik 等 (2009 ) 报道 ,实验 室 筛 选 
的 抗 性 品系 红 铃 虫 对 Cryl Ac 和 Cry2Ab 存在 “不 对 
称 交 互 抗 性 ” ,后 来 有 陆续 研究 发 现 , Cryl A 类 和 
Cry2A 类 在 其 他 一 些 昆虫 的 抗 性 品系 中 也 存在 交互 
抗 性 (Wei et al., 2015) ; Qiu (2015) 发 现 ,甜菜 
T&K Spodoptera exigua 的 钙 烙 蛋白 不 仅 参 与 了 
Cryl Ac 的 毒 力 作用 ,也 参与 了 Cry2Aa 的 杀 虫 作用 。 
因此 ,CrylA 与 Cry2A 类 和 蛋白 可 能 除了 有 一 些 特异 
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性 的 受 体 外 ,还 有 一 些 共 同 的 受 体 蛋白 。 但 是 ,关于 
Cry2A 类 和 蛋白 的 作用 机 制 . 各 种 已 知 受 体 和 蛋白 在 
Cry2A 发 挥 毒 力 中 的 作用 还 不 明确 。 本 研究 利用 抗 
体 封 闭 技术 ,比较 了 棉铃 虫 钙 粘 蛋白 、 氨 肽 酶 N 和 
碱 性 磅 酸 酯 酶 的 抗 血清 对 Cryl Ac 和 Cry2Aa 蛋白 毒 
力 的 影响 ,分析 3 种 受 体 蛋白 参与 CrylA 和 Cry2A 
类 蛋白 的 毒 力 、 抗 性 及 交互 抗 性 的 作用 ,为 进一步 明 
确 不 同类 型 Bt 杀 虫 蛋白 的 作用 机 制 并 提出 合理 的 
抗 性 治理 策略 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

敏感 棉铃 虫 :1996 年 采 自 河南 新 乡 棉田 ,在 室 
内 用 人 工 饲料 饲养 至 今 ,未 接触 任何 杀 虫 剂 ,人 工 饲 
料 配制 参考 深 半 梅 等 (1999 ) 。 

Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 : A 1996 年 起 用 含 CrylAc 
蛋白 的 饲料 饲 喂 当年 采 自 河南 新 乡 的 棉铃 虫 至 今 ， 
筛选 出 对 CrylAc 高 抗 的 棉铃 虫 抗 性 品系 (BtR ) 
( Liang et al., 2008) 。 

1.2 Bt 蛋白 

活化 的 Cryl Ac 和 Cry2Aa 杀 虫 蛋白 购买 于 美国 
Envirologix 公司 。 

1.3 棉铃 虫 中 肠 BBMV 上 3 种 受 体 蛋白 的 检测 

1.3.1 BBMV 的 提取 : 取 60 3k 5 EDHE 
幼虫 置 于 冰 上 , 当 幼 虫 冻 得 不 活跃 后 开始 解剖 ,去掉 
围 食 膜 及 食物 后 截取 中 上 肠 , 用 4°C 预 冷 的 0. 7% 
NaCl 溶液 将 内 含 物 冲 洗 干净 ,再 用 滤纸 吸 干 水 分 ， 
放 到 1.5 mL 的 离心 管 中 , 称 重 。 加 入 9 倍 体积 
Buffer A(300 mmol/L 甘露 醇 ， 5 mmol/L EGTA, 17 
mmol/L Tris, pH 7.5 ) 于 中 肠 中 ;加 入 1/10 Buffer A 
体积 的 茶 甲 基 磺 酰 气 (CPMSF)(10 mmol/L, 溶解 于 
HARER) ,用 玻璃 匀 浆 器 在 冰 上 进行 充分 的 匀 浆 ， 
每 匀 浆 1 min 置 于 冰 中 冷却 1 min, 重 复 20 次 ;加 入 
与 Buffer A 和 PMSF 总 体积 相等 的 MgCl, (24 mmol/ 
L) , 混 匀 ,在 冰 上 放置 使 其 沉淀 15 min; 将 匀 浆 液 转 
移 至 50 mL 的 离心 管 中 ,4 580 r/min 4°C 离心 15 
min; 取 上 清 液 转移 到 50 mL 的 离心 管 中 ,16 000 r/ 
min 4C 离心 30 min; 取 沉淀 ,加 入 2 mL Buffer B 
(150 mmol/L 甘露 醇 ，2. 5 mmol/L EGTA, 8. 5 
mmol/L Tris, pH 7. 5) 和 200 uL PMSF, 混合 均匀 
后 ,16 000 r/min 4% Bii» 15 min; 取 沉淀 ,用 500 uL 
HEPES(0.5 mol/L HEPES, 5 mmol/L EGTA, 0.3 
mol/L 甘露 醇 , 1% SDS, pH 7.4) 浴 液 洲 解 , 用 酶 标 










































































仪 测 定 蛋 白 浓度 后 置 于 -80% 冰箱 中 保存 备用 。 
1.3.2 抗 血清 的 制备 :参考 GenBank 上 APN 
( GenBank 登录 号 : AY181026) , CAD( GenBank 登录 
Æ, AF519180) , ALP( GenBank 登录 号 : EU729323 ) 
全 长 序列 设计 结合 区 引物 ,连接 到 表达 载体 pET30a 
上 ,原核 表达 和 蛋白 片段 后 ,在 南京 金 斯 瑞 公 司 制备 抗 
体 和 抗 血 清 。 

APN 正 向 引物 : 5'-GGATCCAACCTCGTCACCT 
GCTTCTGG-3'; 反 向 引物 :5'-CTCGAGAGTAATCGG 
TCTCATCCCTCA-3'( xe [n] Z 45, 2015) , CAD 正 向 
引物 : 5'-GAGGAAGCCAAAATGAATTTC-3’ ; Jz [a] | 
物 : 5'-CGTGAACATGGAGTGGTGCGG-3' ( Wang et 
al., 2005), ALP 正 向 引物 : 5'-ATGAGGTCGCTAC 
TCACTTGCCTCGTC-3' ; z [5] 3| 9; 5'-TCATAATTGG 
AATAGTGAAGTAAGCAA-3' (Jurat-Fuentes et al., 
2011), 

1.3.3 Western blot 分 析 : 每 泳 道 分 别 加 10 pL 
BBMV 样品 进行 SDS-PAGE 电泳 ,将 样品 从 SDS- 
PAGE 胶 上 转 到 PVDF 膜 上 (200 mA, 45 min) ,然后 
用 封闭 液 (PBST +5% 脱脂 奶粉 )4%C 过 夜 封闭 ,用 
PBST 洗 膜 3 次 ,每 次 10 min; 接着 用 封闭 液 稀 释 一 
抗 (分 别 是 免 抗 CAD ftbi ALP 和 和 人 免 抗 APN 的 抗 
体 ) ,以 1:5 000 的 比例 (vAv) ,室温 揪 床 反应 1 h, 用 
PBST 洗 膜 3 次 ,每 次 10 min; 加 入 封闭 液 稀 释 的 辣 
根 过 氧化 酶 标记 的 羊 抗 免 的 二 抗 ,以 1: 10 000 的 比 
例 ,室温 播 床 反应 1 h, HH PBST 洗 膜 3 次 ,每 次 10 
min; 最 后 将 膜 至 于 ECL 化 学 发 光 液 中 ,用 ImageQuant 
LAS4000 mini 发 光 成 像 分 析 仪 进行 检测 拍照 。 

1.4 生物 测定 

采用 表面 涂抹 法 分 别 测定 Cryl Ac 和 Cry2Aa 对 
棉铃 虫 敏感 和 Cry Ac 抗 性 品系 (BtR ) 初 最 幼虫 的 
毒 力 :在 24 孔 板 中 加 入 1 mL 新 配置 的 未 凝固 的 人 
工 饲料 , 待 饲料 凝固 后 ,分 别 将 75 pL 梯度 稀释 后 不 
同 浓度 的 Cryl Ac 和 Cry2Aa 和 蛋白 加 到 饲料 表面 , 自 
BR IAP Ja BE FL Be A SE A SH rh 1 头 , 放 在 温度 
27 £1C ABM 60% +10% 、 光 周期 14L: 10D 的 
培养 箱 中 ,5 d 后 检查 幼虫 死亡 情况 。 和 死亡 的 幼虫 
和 小 于 2 龄 的 幼虫 同时 记 为 死亡 。 根 据 测 定 结果 选 
择 适 宜 剂 量 测 定 抗 血 清 对 Cryl Ac 和 Cry2Aa 毒 力 的 
影响 。 对 于 敏感 品系 , 人工 饲料 中 CrylAc 和 
Cry2Aa 的 处 理 终 浓度 分 别 为 8 pg/mL 和 4 pe/mL; 
对 Cryl Ac 抗 性 品系 (BtR ) , Cryl Ac 和 Cry2Aa 的 处 
理 终 浓度 分 别 为 2 080 pg/mL 和 50 pg/mL, Tf 
CAD, APN 和 ALP 的 多 克隆 抗 血清 分 别 与 Cryl Ac 
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和 Cry2Aa 按照 10:1 的 比例 混合 ,以 只 加 相同 浓度 
的 CrylAc 和 Cry2Aa 杀 虫 蛋白 和 只 加 相同 浓度 的 
CAD, APN 和 ALP 的 多 克隆 抗 血 清 作 为 对 照 。 
处 理 重复 3 次 ,同时 设 定 清水 处 理 为 空白 对 照 。 
1.5 数据 分 析 

幼虫 死亡 率 (% ) = (死亡 幼虫 数 + 低 于 2 龄 幼 
虫 数 )/ 处 理 总 虫 数 x100; 抑 制 率 (% ) = (Bt 单独 处 
理 幼虫 死亡 率 - 加 入 抗 血 清 后 人 处理 幼虫 死亡 率 )/Bt 
单独 处 理 幼虫 死亡 率 x 100, RH SAS 9.2 软件 进 
行 数据 分 析 , 加 入 抗 血清 处 理 与 Bt 单独 处 理 的 幼虫 
死亡 率 的 比较 , 先 将 数据 进行 反正 弦 平 方 根 转换 后 
进行 方差 分 析 ,LSD 进行 多 重 比较 ; 抗 性 与 敏感 品系 
抑制 率 的 比较 , 先 将 数据 进行 反正 弦 平 方 根 转换 后 
进行 1 检验 分 析 。 

















2 结果 


2.1 棉铃 虫 中 肠 BBMV 上 3 种 受 体 蛋 白 的 检测 

分 别 以 CAD，ALP 和 APN 的 免 抗 血 清 为 一 抗 ， 
以 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 为 二 抗 ,对 棉铃 虫 
BBMV 进行 Western blot 分 析 ( 图 1) ,结果 可 以 清楚 
地 显示 出 棉铃 虫 BBMV 中 CAD、APN 和 ALP 的 清 
晰 条 带 ,说明 BBMV 提取 很 成 功 ,而 且 CAD, APN 
和 ALP 抗体 效果 较 好 。 




















图 1 Western 印迹 杂交 验证 棉铃 虫 BBMV 上 CAD, 
APN 和 ALP 3 种 受 体 蛋白 
Fig. 1 Western blot analysis of the three receptor proteins 
CAD, APN and ALP on brush border membrane vesicles 
(BBMV) in Helicoverpa armigera 

M: 蛋白 质 标 准 分 子 量 Molecular weight marker; 1; CAD 抗 血清 + 
BBMV Anti-CAD antiserum + BBMV; 2; APN 抗 血清 + BBMV Anti-APN 
antiserum + BBMV; 3; ALP 抗 血 清 +BBMV Anti-ALP antiserum + BBMV. 





2.2 在 敏感 棉铃 虫 中 抗 血 清 对 CrylAc 和 Cry2Aa 
毒 力 的 影响 

CAD, APN 和 ALP 的 抗 血 清 对 CrylAc 和 
Cry2Aa 的 毒 力 都 有 显著 抑制 作用 (图 2: A). 
CrylAc 中 分 别 加 入 CAD, APN 和 ALP 的 抗 血 清 后 ， 
对 敏感 棉铃 虫 幼虫 的 致死 率 从 75. 69% 分 别 降低 到 
28.14% , 11.32% 和 21. 14% ( P 20. 0001) , APN 抗 
血清 对 CrylAc 毒 力 的 影响 最 大 ,CAD 和 ALP 抗 血 清 
对 Cryl Ac 的 毒 力 影 响 效果 相近 ,三 者 间 差 异 不 显著 。 
同样 ,Cry2Aa 中 分 别 加 入 CAD, APN 和 ALP 的 抗 血 
清 后 ,对 敏感 棉铃 虫 幼 虫 的 致死 率 从 95. 8996 降低 到 
53.75% , 29. 30% 和 28.03% (P « 0.0001) , APN 和 
ALP 抗 血清 对 Cry2Aa 的 影响 较 大 ,而 CAD 抗 血清 
对 Cry2Aa 的 影响 较 小 , 且 与 APN 和 ALP 间 差 异 
显著 。 
2.3 在 CrylAc $i TE d8 $$ HR ( BER ) 中 抗 血 清 对 
CrylAc 和 Cry2Aa 毒 力 的 影响 

经 过 长 期 租 选 , BUR 品系 棉铃 虫 已 经 对 Cryl Ac 
产生 较 高 水 平 抗 性 , 用 浓度 为 2 080 pg /mL 的 
Cryl Ac 处 理 棉铃 虫 ,幼虫 死亡 率 仅 为 61.11% ;同时 
Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 对 Cry2Aa 的 耐 受 性 也 有 一 定 的 
增加 ,用 50 g/mL 的 Cry2Aa 处 理 棉铃 虫 , 幼 虫 死 
亡 率 为 79.17% (图 2: B)。 对 于 CrylAc 抗 性 品系 
棉铃 虫 (BtR), CAD, APN 和 ALP 的 抗 血 清 对 
Cryl Ac 和 Cry2Aa 的 毒 力 仍 有 显著 影响 ,与 Cryl Ac 
或 Cry2Aa 单独 处 理 的 死亡 率 间 差异 显著 。CrylAc 
中 分 别 加 入 CAD, APN 和 ALP 的 抗 血清 后 , 对 
Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 (BtR ) 幼虫 的 致死 率 从 61. 11% 分 
别 降 低 到 38.89% , 31.94% 和 31.94% (P 20.0003) , 
3 种 受 体 间 差 异 不 显著 ; Cry2Aa 中 分 别 加 入 CAD, 
APN 和 ALP 的 抗 血清 后 ,对 Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 ( BER ) 
幼虫 的 致死 率 从 79. 1796 降低 到 44.44% , 44.44% Fil 
15.28% ( P 20.0002) ,ALP 抗 血 清 对 Cry2Aa 毒 力 的 
影响 较 高 ,ALP 抗 血 清 处 理 与 CAD 和 APN 抗 血清 
处 理 间 差异 显著 。 
2.4 在 棉铃 虫 中 抗 血清 对 CrylAc 和 Cry2Aa 毒 

影响 的 比较 

进一步 比较 CAD, APN 和 ALP 3 种 受 体 的 抗 血 
清 对 敏感 和 Cryl Ac HEFER ESIE ( BER ) 中 Cryl Ac 和 
Cry2Aa 毒 力 的 影响 ( 表 1)。 结 果 显 示 , 与 CrylAc 
单独 处 理 相 比 , 对 敏感 棉铃 虫 幼 虫 , 加 入 CAD, APN 
Al ALP 抗 血清 对 CrylAc 毒 力 的 抑制 率 分 别 为 
61.29% , 84.44% 和 70.54% ,而 对 Cryl Ac 抗 性 棉 
铃 虫 (BtR) 毒 力 的 抑制 率 分 别 为 33.33% , 47.44% 
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图 2 在 敏感 (A) 和 CryLAc 抗 性 (B) 棉 铃 虫 幼 虫 中 CAD, APN 和 ALP 受 体 抗 血清 对 Cryl Ac 和 Cry2Aa 毒 力 的 影响 


Fig. 2 Effects of anti-CAD, -APN and -ALP antisera on the toxicities of Cryl Ac and Cry2Aa to the susceptible ( A) 
and CrylAc-resistant (B) larvae of Helicoverpa armigera 
CK; 清水 Water. 图 中 数据 为 幼虫 平均 死亡 率 上 标准 误 , 死 亡 率 经 反正 弦 转 化 后 进行 差异 显著 性 分 析 。 标 记 不 同 字母 者 表示 经 LSD 多 重 比较 


后 差异 显著 (已 <0.05) Values in the figure are average larval mortality + SE. Mortality values of different treatments were arcsine transformed before 




















analysis. Different letters on the bar indicate significant differences ( P «0.05, LSD test). 


Fil 46.72% ;与 Cry2Aa 单独 处 理 相 比 ,对 敏感 棉铃 
虫 幼虫 ,加 入 CAD, APN 和 ALP 抗 血 清 对 Cry2Aa 
毒 力 的 抑制 率 分 别 为 43. 9796 , 69.76% 和 71. 04% , 
而 对 Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 (BtR ) 毒 力 的 抑制 率 分 别 
为 43.12% , 43.12% 和 79.89% 。 棉 铃 虫 对 Cry] Ac 


产生 抗 性 后 ,与 敏感 棉铃 虫 相 比 ,CAD 和 APN 抗 血 
清 对 Cryl Ac 毒 力 的 影响 .APN 抗 血清 对 Cry2Aa 毒 
力 的 影响 都 显著 降低 ,ALP 抗 血清 对 Cryl Ac 毒 力 的 
影响 在 Cryl Ac 抗 性 品系 ( BIR ) 中 也 降低 ,但 与 敏感 
品系 相 比 未 达到 显 车 水平。 





表 1 在 棉铃 虫 中 CAD,， APN 和 ALP 抗 血 清 对 CrylAc 和 Cry2Aa 杀 虫 效率 的 抑制 作用 


Table 1 Inhibition effect of anti-CAD, -APN and -ALP antisera on the insecticidal efficiency of Cry1Ac and 


Cry2Aa in Helicoverpa armigera 








Bt 蛋白 棉铃 虫 品系 CAD 的 抗 血清 APN 的 抗 血 清 ALP 的 抗 血 清 
Bt protein Strains of H. armigera Anti-CAD antiserum Anti-APN antiserum Anti-ALP antiserum 
敏感 品系 Susceptible strain 61.29 £16.47 a 84.44 +8.82 a 70.54 £19.70 a 
Cry] Ac 抗 性 品系 (BtR ) 
Cryl Ac 35.33 17.29 b 47.44 +15.54 b 46.72 +20.7 
ins Cryl Ac-resistant strain( BtR ) " = a ES 5 99 
P 0.0418 0.0225 0. 0635 
敏感 品系 Susceptible strain 43.97 +9.29 a 69.76 +12.32 a 71.04 +10.23 a 
Cryl Ac 抗 性 品系 (BtR 
Cry2Aa ryl Ac 抗 性 品系 ( ) 43.12 +2.78 a 43.12+18.46b 79.89 +14.40 a 


Cryl Ac-resistant strain ( BtR ) 

P 0.9708 0.0174 0. 1298 
表 中 的 数值 表明 抑制 率 平均 值 e re , w AETA ,抑制 率 进 行 了 反正 弦 转 化 。 抗 性 和 敏感 品系 之 间 的 抑制 率 比 较 用 己 值 表示 ,抑制 率 之 
间 有 差异 (P<0.05) 用 不 同 字 母 表 示 。Values in the table are average inhibition rate + standard errors. Inhibition rate values of different treatments 


were arcsine transformed before analysis. The P values refer to the inhibition rate comparisons between the resistant strain and the susceptible strain. 











Different letters following the data indicate significant differences in inhibition rate between the Cryl Ac resistant strain ( BtR) and the susceptible strain 
(P «0.05, Student’ s t-test). 


白 通过 特异 性 地 与 这 些 昆虫 中 肠 上 皮 细 胞 的 受 体 蛋 


白 结合 而 发 挥 杀 虫 作用 , 受 体 蛋 白 抗 血清 或 沉默 受 
体 蛋 白 基 因 可 以 降低 Bt 蛋白 对 昆虫 的 毒性 。 研 究 


3 讨论 


钙 粘 蛋白 、 氨 肽 酶 N、 碱 性 磷酸 酯 酶 已 在 多 种 昆 
虫 中 被 证 实 是 Cryl A 类 Bt 和 蛋白 的 受 体 (Chang et al., 
2012; Guo et al., 2015; Qiu et al., 2015) ,Cryl A 4E 


发 现 ,将 钙 粘 蛋白 的 抗 血 清 与 人 工 饲料 混合 ,发现 搞 
血清 可 以 降低 Cry LA. 类 和 蛋白 对 家 盔 Bombyx mori, HA 
草 天 蛾 Manduca sexta MINEA IR Heliothis virescens 
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的 毒性 (Nagamatsu et al., 1998; Xie et al., 2005) ; 
Liu 55 (2010) 在 对 棉铃 虫 进行 的 Cryl Ac 抗体 封闭 
实验 中 证 实 APN 和 CAD 抗 血清 均 能 降低 Cryl Ac 
毒 重 白 对 棉铃 虫 的 杀 虫 活性 。 本 实验 中 ,将 CAD, 
APN 和 ALP 的 抗 血清 和 Cryl Ac 同时 饲 喂 棉铃 虫 幼 
虫 , 比 单独 饲 喂 Cryl Ac B5 Hg go E BS Oe C R b EE 
低 , 其 中 APN 抗 血 清 对 CryL Ac 毒 力 的 影响 最 大 ,说 
明 CAD, APN 和 ALP 3 种 受 体 蛋 白 在 Cryl Ac 对 棉 
铃 虫 的 毒 杀 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 

昆虫 受 体 蛋 白 的 突变 或 表达 量 的 变化 与 其 对 
Cryl A 类 和 蛋白 的 抗 性 密切 相关 (Pardo-L6pez et al., 
2013; Adang et al., 2014) 。 如 有 研究 发 现 , 钙 粘 蛋 
白 的 突变 ,提前 终止 或 者 表达 量 降低 可 以 使 烟 芽 夜 
M AAAS EUR] EEE Cry LA 类 毒素 产生 高 水 平 抗 
性 (Cahan et al., 2001; Xu et al., 2005; Yang et al., 
2011), Zhang 5 (2009) 研究 发 现 , 棉 铃 虫 CrylAc 
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报道 证 实 ,CrylA 类 受 体 蛋白 能 与 Cry2A 蛋白 结合 
或 在 毒 力 中 发 挥 作用 ,如 甜菜 夜 蛾 的 钙 粘 蛋白 参与 
了 CrylAc 和 Cry2Aa 的 毒 力作 用 ,RNAi 干扰 后 , 甜 
菜 夜 蛾 对 CrylAc 和 Cry2Aa 毒素 的 敏感 度 都 上 升 
(Qiu et al., 2015) 。 本 实验 中 ,在 敏感 和 Cryl Ac 抗 
性 棉铃 虫 (BtR) 中 CAD, APN 和 ALP 的 抗 血清 不 仅 
使 Cryl Ac 对 棉铃 虫 的 毒性 显著 降低 ,而且 显 著 降 低 
了 Cry2Aa 对 棉铃 虫 的 毒性 ,说 明 棉 铃 虫 CAD, APN 
All ALP 不 仅 在 CrylAc 的 杀 虫 过 程 发 挥 了 作用 ,而 
且 参 与 了 Cry2Aa 的 杀 虫 过 程 。 

Tabashnik 等 (2009 ) 报道 ,实验 室 般 选 的 抗 性 品 
系 红 铃 虫 对 Cryl Ac 和 Cry2Ab 存在 “不 对 称 交 互 抗 
PE” : Brévault 等 (2013 ) 等 对 8 种 鳞 翅 目 害 虫 和 22 
个 室内 筛选 品系 进行 分 析 , 发现 其 中 18 个 品系 对 
CrylAc 和 Cry2Ab 存在 显著 的 交互 抗 性 ;我 们 实验 
室 的 数据 也 显示 , Cryl Ac 与 Cry2Ab 在 棉铃 虫 中 存 
































抗 性 品系 中 APN 缺失 了 与 CrylAe 结合 的 片段 ; 通 








在 一 定 的 交互 抗 性 (Wei et al., 2015) 。 本 实验 中 ， 





过 RNAi 基因 敲 除 或 是 用 抗体 封闭 实验 也 验证 了 昆 
JB SETS APN 的 缺失 与 CrylA 抗 性 产生 相关 
(Sivakumar et al., 2007; Liu et al., 2010) , Jurat- 
Fuentes 和 Adang( 2007) 发 现 ,对 Cry 蛋白 具有 抗 性 
的 烟 芽 夜 蛾 .棉铃 虫 及 草地 夜 蛾 中 肠 的 ALP 表达 量 
显 车 下 降 , 且 进 一 步 验证 了 ALP 表达 量 的 下 降 与 抗 
性 相关 。 因 此 ,这 些 参 与 结合 或 在 毒 力 中 发 挥 作用 
的 受 体 蛋 白 缺 失 或 者 表达 量 降低 就 会 影响 Cry 1A. 的 
毒 力 。 本 实验 中 ,我 们 比较 了 在 抗 性 敏感 品系 棉铃 
虫 中 CAD，APN 和 ALP 的 抗 血清 对 Cryl Ac AEX 
率 的 抑制 作用 ,发 现在 Cryl Ac HHEN ERR (BR) P 
CAD 和 APN 抗 血清 对 Cryl Ac 毒 力 的 抑制 作用 显著 
低 于 在 敏感 棉铃 虫 中 的 抑制 作用 ,我 们 推测 CAD 和 
APN 在 Cryl Ac 抗 性 品系 中 可 能 产生 了 变异 ,CAD 
Fil APN 的 变异 可 能 与 棉铃 虫 对 Cryl Ac 抗 性 的 产生 
相关 。 

虽然 Karim 和 Dean ( 2000) 研究 表明 ,CrylA 类 
和 Cry2A 类 杀 虫 蛋白 分 别 具 有 独立 的 受 体 结合 机 
fill ;Cryl Ac 和 Cry2 Ab 这 两 种 杀 虫 蛋白 在 昆虫 中 肠 
上 有 不 同 的 结合 受 体 (Zhao et al., 2003) ; Cry2Aa, 
Cry2Ab 和 Cry2Ae 有 共同 的 结合 位 点 ,但 是 Cryl Ac 
不 能 识别 这 些 位 点 (Hernandez-Rodriguez et al., 
2008) 。 这 些 结果 显示 ,Cry2A 与 Cryl A 类 和 蛋白 应 该 
存在 不 同 的 受 体 和 蛋白 。 但 是 有 研究 发 现 , Cry2A 的 
Domain IL Ej Cryl A 毒素 特殊 结合 区 域 相似 的 结 
合 位 点 (Morse et al., 2001; Bravo et al., 2005; 
Hernández-Rodríguez et al., 2008), 目前 已 有 一 些 



























































我 们 还 比较 了 在 抗 性 、 敏 感 品 系 棉 铃 虫 中 CAD, 
APN 和 ALP 的 抗 血清 对 Cry2Aa 杀 虫 效率 的 抑制 作 
用 ,发 现在 Cryl Ac 抗 性 棉铃 虫 (BtR ) 中 APN 抗 血 清 
对 Cry2Aa 毒 力 的 抑制 作用 显著 低 于 在 敏感 棉铃 虫 
中 的 抑制 作用 ,我 们 推测 :CrylA 与 Cry2A 类 和 蛋白 除 
了 有 一 些 特异 性 的 受 体外 , 还 可 能 有 一 些 共同 的 受 
体 蛋 白 ;APN 产生 的 变异 可 能 与 棉铃 虫 对 Cry2Aa 
的 抗 性 相关 ,而 且 APN 的 变异 可 能 是 导致 Cry1A 和 
Cry2A 存在 交互 抗 性 的 原因 之 一 。 然 而 CAD 和 
APN 在 Cryl Ac 抗 性 品系 中 是 否 变异 及 变异 后 的 影 
响 机 制 等 有 待 于 进一步 研究 。 
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